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論文内容要旨
 1967年Gutma皿はAmpicillinを大量に投与した腎孟腎炎患者の尿中より経時的に
 Pr・teus菌とそのL-f・r皿を検出し編症状の激しい時期には細菌が検出されるがg化学療
 法のあと,症状が軽快するとし-f・ゴmのみが検出されるようになり,即ちL-f。∫mの状態で腎
 臓に細菌のゲノムが存続する可能性が示された。以来ここ数年,尿路感染症を中心に敗血症,細菌
 性心内膜炎,リウマチ熱などより細菌のL-f・rmが検出され,慢性感染症におけるL-f。r皿の
 臨床的意義が注目されっつある。一方試験管内実験でペニシリン等の抗生物質が容易に細菌を
 L-f・rmに誘導しうること,またペニシリンの存在下でもL-f・∫mは親の細菌と異なり増殖し
 うることが明らかにされ,臨床的に慢性感染症または再燃の経過にL-f・rmが重要な役割をはた
 すことが示唆され,今後の化学療法は,親細菌とL-f戸r皿に向けられなければならないという新
 しい問題を提起している。細菌のL-f・r皿とは細菌が細胞壁を失い発育を続けている状態を呼び
 生物学的性状はNtycqplasmaに酷似するがMyc・plasmaが親の細菌に復帰出来ないのに
 対し,L-f・rmはもとの親に復帰可能である点が異っている。従って臨床材料よりL-f・rmを
 分離し同定するに際しては親の細菌に復帰せしめることが不可決な条件である。本研究ではin
 viv・及び圭uvitr・におけるPr。teusmlrabilisのL-f・rmの誘導条件とstable
 L-f・rmを親の細菌に復帰せしめる簡単な方法を確立することを目的とする。
 (1)T8B培地で3時間培養したPr。teusmirabilisを馬血清20%,誘導剤としてペニ
 シリンG100mc㌦を添加し畑eartl皿fu事i・nagar(H・A)で37℃48時間培養し,
 目玉焼状のL-f・rmのコロニー(L-c・1・ny)を得た。このコ・二一を馬血清,ペユシリンのない
 培地に.接種すると全てのし-f・rmは数時間で親の細菌に復帰する(unstableL-f・rmの
 生成)。しかしL-f・fmを上述のL-HIAで5～6代継代した後,更にL-HIAより寒天を
 除いた液体培地(1'一HIB)に接種し約24時間培養すると直径15～20μの楕円形の1arge
 b。dyのみが成長した。更に5日後このlargeb・dyは小顆粒の集団になり,この状態の
 L-f。ζ.mはペニシリン,血清を含まない培地で培養してももはやもとの細菌に復帰することなく
 し-f・rmとして増殖した(stab}eL-fDr皿の生成)。更にこのstableL-f・rmは
 Cha・。ckのPPLO完全培地でよく増殖することが確認され編従って患者材料から,コロニー
 がPPLO完全培地で分離されてもそれはMycoplasmaかL-f・rmのいずれか不明である。
 (2)次にL-f・r皿からclassicf。rm(bacteria)への復帰を試みた。stable
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 L-f・rmを1%giuc。seを含むL-HIB(GL-HIB)で培養すると約4日までは前述の
 ごとくし-f。rmのまま維持されるが5日目あたりから小顆粒の一部がメチレン青・ギームザ共に
 著しく染色性を失ない小顆粒の集団からヒモ状の形態が出現する。更に小顆粒からなる1arge
 b。dyはもはや検出不可能になり,視野いっぱいにヒモ状のPr・teus菌が認められる。次の
 24時間後には・このfila皿ent。us'f。rmは殆んどみられず,完全にclassicf・rm
 に先祖帰りした。ところがこの条件下で既知のMyc・plasmaから細菌への復帰はみられない。
 従ってL-HIA或いはChan・ckのPPLO完全培地で目玉焼状のコロニーが分離されそのコ
 ロニーがMyc。plasmaかL-f・r皿かを同定するには,そのコロニーをGL-HIBに接種すれ
 ば判別が可能となる。ちなみにもとのPr・teus菌とL-f。rmから先祖帰りしたPr・teus
 菌とでは,遊走性,糖分解能,ゼラチン液化能,H2s産生能,抗生物質感受性に差を示さない。
 (3)ラットに1・㌦のPr・teusmirabHisをα5翻弄24時間後よりペニシリン
 20万単位を連日筋注し2日日毎にラットの尿および腎を採取し各々よりclassicf・rmと
 1」一f・rmを検出した。・classicf。r皿の分離には♪HIAを用い,L-f・rmの分離には,
 L-HIAを用いた。更に1・一f・rmの分離に際しては,尿及び腎ホモジエネートをMillipore
 filfer(HAtype)で濾過したものについて培養した。この結果ペニシリンを投与しなかっ
 た対照群24匹ではし-f・rmが検出出来なかったのに対し,ペニシリン投与群30匹中腎より分
 離されたのは17匹,56%であり,ここで検出されたL-formが生体外で生成されたものでな
 いことは,化学療法を行なった群にのみ高頻度に分離され,しかも供試材料はmillip・re
 filterで濾過したものであることより明らかである。
 以上本研究で特に明らかにされた事実を列記すれば次のごとくである。
 1,誘導条件:L-f・rmを誘発する場合,対数増殖期の初期の菌集団が最も効率が高いこと。
 2.StableI・一f・rmの誘発:少なくとも5～6代L-HIAに継代した後L-HIBを通
 過させないとstableL-f・rmが生成されないこと。
 3.StableL-f。meの性状:Myc・plasmaの分離用培地(PPLO完全培地)で発育
 増殖すること。従って臨床材料からPPI、0完全培地で分離される微生物はMyc・plasmaか
 L-f・rmのいずれか判別不可能であること。
 4・復帰条件:Gluc・seを含む特殊培地(GL-HIB)においてstablcL-form
 は速やかに親の細菌に復帰すること,即ちGL-HエB培地で培養することにより,Myc・pla-
 s皿aかし-f・rmかの判別のみならずし-f。rmの同定が可能であること。
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 審査結果の要旨
 1967年GutmanはAmpicillinを大量投与した腎盂腎炎患者の尿中より経時的に
 Pr・teus菌とそのL-f。rmを検出したのを始めここ数年尿路感染症を中心に敗血症,心内膜炎
 リウマチ熱などより細菌のL-f・rmが検出され慢性感染症にL-formが関与しているのではない
 かということが注目されて来ている。(細菌のL-f・rmとはある一定条件下で細菌が細胞壁を失い
 発育を続ける状熊を言い,生物学的性状はMyc・plas皿aと酷似する。しかしMyc・plasmaは
 親の細菌に復帰出来ないのに対し1、一f・rmはもとの親に復帰可能である点が異っている。従って検
 体よりL-f・rmを分離同定するさいには親細菌に復帰せしめることが必要である。
 著者はmvitr。及びinマiv。でPr。teus菌からL-f。rmを誘導しStableL-f・rm
 を親の細菌に復帰せしめる方法を考案検討した。
 (1)TSB培地3時間培養後のPr・teus菌に馬血清と誘導剤としてペニシリンを添加したHIA
 培地(L-HIA培地という)で培養後L-f・rmの.コロニーを得た。このコロニーは馬血清,ペニ
 シリンを含まない培地に培養すると簡単に親細菌に復帰するunstableL-f・rmであった。そこで
 このL-f・rmをL-HIA培地で5～6代継代培養後この培地より寒天を除いたL-HIB培地に
 培養し更にHIA培地に培養するともはや親の細菌に復帰することのないStableL-f。rmとな
 った。このL-f。rmはPPLO分離用培地でよく発育することが確かめられた。従って検体よりコ
 ロニーがPPLO分離用培地で分離されたとき,Myc・plasmaかL-f。mかの鑑別が必要とな
 って来る。
 (2)次にL-f・mから親細菌への復帰をこころみた。StableL-f。rmを1%gluc・seを
 含むL-HIB培地(GL-HIB培地という)に培養すると約1週間で親細菌への復帰をみた。し
 かしこの条件下では決してMyc・plasmaの親細菌への復帰はみられなかった。
 (3)次にinviv・での実験でPr・teus菌静注後のラットに連日ペニシリンを筋注,尿および腎
 ホモジエネートよりPr・teus菌とL-f。rmを検出した。ペニシリン非投与群ではし-f・rmは
 検出出来なかった。
 以上本研究で明らかにされた事実を列記すると次のごとくである。
 (1,誘導条件:L-f・rmを誘導する場合対数増殖期の初期の菌集団が最も効率が高いこと。
 (2)StableL-f・rmの誘発:5～6代以上L-HIAで継代培養後L-HIBに通過させること。
 (31S}ableL-f。rmの性状:Myc。plasmaの分離用培地で発育すること,従って検体から
 Myc・plasma分離用培地で分離される微生物はMyc・plasmaかL-f・rmのいづれか判別不
 可能であること。
 (4腹帰条件:Gluc・seを含むL-HIB培地でStableL-f・rmは速やかに親の細菌に復帰
 すること・即ちGL-HIB培地でMycoplasmaかL-f・fmかの判別のみならずし-formの
 同定が可能であること。
 以上の成績から本論文は学位に値するものと認められる。
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